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Abstract of DE1 9951 189 

The invention relates to a method for 
distinguishing 5-position methylation changes of 
cytosine bases and cytosine-to-thymine 
mutations and for detecting single nucleotide 
polymorphisms (SNPs) or point mutations in 
genomic DNA, comprising the following steps: a) 
treating a genomic DNA-sample with sulphite or 
disulphite in such a way that all of the cytosine 
bases not methylated in the 5-position of the 
base are changed in such a way as to produce a 
different base according to the base pairing 
behaviour while the cytosines which are 
methylated in the 5-position remain unchanged; 
b) quantitatively methylating an aliquot of the 
same genomic DNA sample before chemical 
treatment according to a) with Sss1 or another 
methyltransferase; c) testing the two DNA 
samples treated in this way for the presence of 
cytosine using the same analytical methods; and 
d) comparing the cytosine positions that are 
detected with a reference DNA-sequence. 
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Datenbank CAPLUS bei STN, AN 1996:85184 
CAPLUS zu: 

Novel nonsense mutation in the hypoxanthine 

guanine phosphoribosyltransferase gene and 

nonradom X-inactivation causing Lesch-Nyhan 

syndrome in a female patient. Aral, B. et al., 

Hum. Mutat. (1996), 7(1), 52-8; 

Datenbank CAPLUS bei STN, AN 1998:734783 

CAPLUS 

zu: Methylation levels at selected CpG sites in 
the factor VIII and FGFR3 genes, in mature fermale 
and male germ cells: implications for male-driven 
evolution. El-Maarri, O. et al., Am. J. Hum. Genet 
(1998), 63(4), 1001-1008; 
Datenbank CAPLUS bei STN, AN 1997:40537 
CAPLUS zu: 

A modified and improved method for bisulfide 
based 

cytosine methylation analysis. Olek, A. et al., 
Nucleic Acids Res. (1996) 24(24), 5064-5066; 



Datenbank MEDLINE bei STN, AN 96413032 
MEDLINE zu: 

Cytosine methylation quantitation by automated 
genomic sequencing and GENESCAN analysis. 
Paul, 

C.L & Clark, S.J., Biotechniques, (1996 Jul) 
21 (1) 126-33.; 

Datenbank BIOSIS bei STN, AN 1997:339673 
BIOSIS 

zu COBRA: A sensitive and quantitative DNA 
methylation assay. Xiong, Z. & Laird, P.W.,Nucleic 
Acids Research, (1997) Vol. 25, No.12, pp. 2532- 
2534.; 

Datenbank BIOSIS bei STN, AN 1994:451668 
BIOSIS 

zu: Global DNA hypomethylation increases 

progressively in cervical dysplasia and carcinoma. 

Kim. Y.-l. et al., Cancer (Philadelphia), (1994) 

Vol. 74, No. 3, pp. 893-899.; 

Datenbank BIOSIS bei STN, AN 1996:526740 

BIOSIS 

zu: Global DNA hypomethylation occurs in the early 
stages of intestinal type gastric carcinoma. Cravo 
M. et al.,Gut,(1996) Vol. 39, No. 3, pp. 434-438; 
Datenbank BIOSIS bei STN, AN 1997:16178 BIOSIS 
zu: 

DNA hypomethylation and proliferative activity are 
increased in the rectal mucosa of patients with 
long-standing ulcerative colitis. Gloria,L. eta I.; 
Cancer,(1996) Vol. 78, No.11, pp.2300-2306.; 
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Verfahren zur Unterscheidung von 5-Position Methylierungsanderungen von Cytosin-Basen und 
Cytosin-zu-Thymin Mutationen und zum Nachweis von single nucleotide polymorphisms (SNPs) oder 
Punktmutation in genomischer DNA 



Beschrieben ist ein Verfahren zur Unterscheidung von 
5-Position Methylierungsanderungen von Cytosin-Basen 
und Cytosin-zu-Thymin Mutationen und zum Nachweis 
von single nucleotide polymorphisms (SNPs) oder Punkt- 
mutationen in genomischer DNA, wobei man 

a) eine genomische DNA-Probe mit Sulfit oder Disulfit 
derart behandelt, dafJ alle nicht an der 5-Position der Base 
methylierten Cytosinbasen derart verandert werden, so 
daB eine dem Basenpaarungsverhalten nach unter- 
schiedliche Base entsteht, wahrend die an der 5-Position 
methylierten Cytosine unverandert bleiben und 

b) ein Aliquot derselben genomischen DNA-Probe vor der 
chemischen Behandlung nach a) mit SSS1 oder einer an- 



deren Methyltransferase quantitativ aufmethyliert und 

c) die beiden so behandelten DNA-Proben mittels der 
gleichen analytischen Methode auf die Prasenz von Cyto- 
sin untersucht und 

d) die ermittelten Cytosin Positionen mit einer Referenz 
DNA-Sequenz abgeglichen werden. 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung bctrifft ein Verfahren zur Un- 
terscheidung von 5-Position Methylierungsanderungen von 
Cytosin-Basen und Cytosin-zu-Thymin Mutationen und 5 
zum Nachweis von single nucleotide polymorphisms 
(SNPs) odcr Punktmutationen in genomischer DNA. 

Die nach den methodischen Entwicklungen der letzten 
Jahre in der Molekularbiologie gut studierten Beobach- 
tungsebenen sind die Gene selbst, die Ubersetzung dieser 10 
Gene in RNA und die daraus entstehenden Proteine. Wann 
im Laufe der Entwicklung eines Individuums welches Gen 
angeschaltet wird und wie Aktivieren und Inhibieren be- 
stimmter Gene in bestimmten Zellen und Geweben gesteu- 
ert wird, ist mit hoher Wahrscheinlichkeit mit AusmaB und 15 
Charakter der Methylierung der Gene bzw. des Genoms kor- 
relierbar. Insofern ist die Annahme naheliegend, daB patho- 
gene Zustande sich in einem veranderten Methylierungsmu- 
ster einzelner Gene oder des Genoms auBern. 

Die vorliegende Erfindung beschreibt ein Verfahren zur 20 
Detektion des Methylierungszustandes genomischer DNA 
Proben, wobei insbesondere Mutationen und Cytosin Me- 
thylierungen voneinander unterschieden werden konnen. 
Das Verfahren kann auch zum Auffinden von Punktmutatio- 
nen und Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) genutzt 25 
werden. 

5-Methylcytosin ist die haufigste kovalent modifizierte 
Base in der DNA eukaryotischer Zellen. Sie spielt beispiels- 
weise eine Rolle in der Regulation der Transkription, ge- 
nomischem Imprinting und in der IWorgencse. Die Identi- 30 
fizierung von 5-Methylcytosin als Bestandteil genetischer 
Information ist daher von erheblichem Interesse. 5-Methyl- 
cytosin-Positionen konnen jedoch nicht durch Sequenzie- 
rung identifiziert werden, da 5-Methylcytosin das gleiche 
Basenpaarungsverhalten aufweist wie Cytosin. Dariiber hin- 35 
aus geht bei einer FCR-Amplifikation cue epigenetische In- 
formadon, welche die 5-Methylcytosine tragen, vollstandig 
verloren. 

Die Modification der genomischen Base Cytosin zu 5'- 
Methylcytosin stellt den bis heute wichtigsten und bestun- 40 
tersuchten epigenetischen Parameter dar. Trotzdem gibt es 
bis heute zwar Methoden, umfasscnde Genotypen von Zel- 
len und Individuen zu ermitteln, aber noch keine vergleich- 
baren Ansatze auch in groBem MaBe epigenotypische Infor- 
mation zu generieren und auszuwerten. 45 

Es sind im Prinzip drei prinzipiell vcrschiedene Metho- 
den bekannt, den 5-Methyl-Status eines Cytosins im Se- 
quenzkontext zu bestimmen. 

Die erste prinzipiclle Methodc beruht auf der Verwcn- 
dung von Restriktionsendonukleasen (RE), welche "methy- 50 
lierungssensitiv" sind. REs zeichnen sich dadurch aus, daB 
sie an einer bestimmten DNA-Sequenz, meist zwischen 4 
und 8 Bascn lang, einen Schnitt in die DNA einfuhrcn. Die 
Position solcher Schnitte kann dann durch Gelektrophorese, 
Transfer auf eine Membran und Hybridisierung nachgewie- 55 
sen werden. Methylierungssensitiv bedeutet, daB bestimmte 
Basen innerhalb der Erkennungssequenz unmethyliert vor- 
liegen mussen, damit der Schnitt erfolgen kann. Das Ban- 
demnuster nach einem Restriktionsschnitt und Gelektropho- 
rese andert sich also je nach Methylierungsmuster der DNA. 60 
Allerdings befinden sich die wenigsten methylierbaren CpG 
innerhalb von Erkennungssequenzen von REs, konnen also 
nach dieser Methode nicht untersucht werden. 

Die Empfindlichkeit dieser Methoden ist extrem niedrig 
(Bird, A. P., and Southern, E. M., J. Mol. Biol. 118, 27- 47). 65 
Eine Variante kombiniert PCR mit dieser Methode, eine 
Amplification durch zwei auf beiden Seiten der Erken- 
nungssequenz liegende Primer erfolgt nach einem Schnitt 
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nur dann, wenn die Erkennungssequenz methyliert vorliegt. 
Die Empfindlichkeit steigt in diesem Fall auf theoretisch ein 
einziges Molekiil der Zielsequenz, allerdings konnen mit 
hohem Aufwand nur einzelne Positionen untersucht werden 
(Shemer, R. et al., PNAS 93, 6371-6376). Wiederum ist 
Voraussetzung, daB sich die methylierbare Position inner- 
halb der Erkennungssequenz einer RE befindet. 

Die zweite Variante beruht auf partiellerchemischer Spal- 
tung von Gesamt-DNA, nach dem Vorbild einer Maxam- 
Gilbert Sequenzierreaktion, Ligation von Adaptoren an die 
so generierten Enden, Amplifikation mit generischen Pri- 
mern und Auftrennung auf einer Gelektrophorese. Mit die- 
sem Verfahren konnen definierte Bereiche bis zur GroBe von 
weniger als tausend Basenpaaren untersucht werden. Das 
Verfahren ist allerdings so kornpliziert und unzuverlassig, 
daB es praktisch nicht mehr verwendet wird (Ward, C. et al,, 
J. Biol. Chem. 265, 3030-3033). 

Eine relativ neue und die mittlerweile am haufigsten an- 
gewandte Methode zur Untersuchung von DNA auf 5-Me- 
thylcytosin beruht auf der spezifischen Reaktion von Bisul- 
phit mit Cytosin, das nach anschlieBender alkalischer Hy- 
drolyse in Uracil umgewandelt wird, welches in seinem Ba- 
sen-Paarungsverhalten dem Thymidin entspricht. 5-Methyl- 
cytosin wird dagegen unter diesen Bedingungen nicht modi- 
fiziert. Damit wird die urspriingliche DNA so umgewandelt, 
daB Methylcytosin, welches urspriinglich durch sein Hybri- 
disierungsverhalten vom Cytosin nicht unterschieden wer- 
den kannjetzt durch "normale" molekularbiologische Tech- 
niken als einzig verbliebenes Cytosin beispielsweise durch 
Amplifikadon und Hybridisierung oder Sequenzierung 
nachgewiesen werden kann. AUe diese Techniken beruhen 
auf Basenpaarung, welche jetzt voll ausgenutzt werden 
kann. Der Stand der Technik, was die Empfindlichkeit be- 
trifft, wird durch ein Verfahren definiert, welches die zu un- 
tersuchende DNA in einer Agarose-Matrix einschlieBt, da- 
durch die Diffusion und Renaturierung der DNA (Bisulphit 
reagiert nur an einzelstrangiger DNA) verhindert und alle 
Fallungs- und Reinigungsschritte durch schnelle Dialyse er- 
setzt (Olek, A. et al., Nucl. Acids. Res. 24, 5064-5066). Mit 
dieser Methode konnen einzelne Zellen untersucht werden, 
was das Potential der Methode veranschaulicht. Allerdings 
werden bisher nur einzelne Regionen bis etwa 3000 Basen- 
paare Lange untersucht, eine globale Untersuchung von Zel- 
len auf Tausende von moglichen Methylierungsereignissen 
ist nicht moglich. Allerdings kann auch dieses Verfahren 
keine sehr kleinen Fragmente aus geringen Probcnmengcn 
zuverlassig analysieren. Diese gehen trotz Diffusionsschutz 
durch die Matrix verloren. 

Eine Ubersicht ubcr die weiteren bekannte Moglichkei- 
ten, 5-Methylcytsosine nachzuweisen, kann auch dem fol- 
genden Ubersichtsartikel entnommen werden: Rein, T., 
DePamphilis, M. L., Zorbas, H., Nucleic Acids Res. 26, 
2255 (1998). 

Die Bisulphit-Technik wird bisher bis auf wenige Aus- 
nahmen (z. B. Zeschnigk, M. et al., Eur. J. Hum. Gen. 5, 94- 
98; Kubota T. et al., Nat. Genet. 16, 16-17) nur in der For- 
schung angewendet. Immer aber werden kurze, spezifische 
Stiicke eines bekannten Gens nach einer Bisulphit-Behand- 
lung amplifiziert und entweder komplett sequenziert (Olek, 
A. and Walter, J., Nat. Genet. 17, 275-276) oder einzelne 
Cytosin-Positionen durch eine "Primer-Extension-Reak- 
tion" (Gonzalgo, M. L. and Jones, P. A., Nucl. Acids. Res. 
25, 2529-2531) oder Enzymschnitt (Xiong, Z. and Laird, P. 
W., Nucl. Acids. Res. 25, 2532-2534) nachgewiesen. Zu- 
dem ist auch der Nachweis durch Hybridisierung beschrie- 
ben worden (Olek et al., W099 28498). 

Weitere Publikationen, die sich mit der Anwendung der 
Bisulfit-Technik zum Methylierungsnachweis bei einzelnen 
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Genen befassen, sind: Xiong, Z. and Laird, P. W. (1997), 
Nucl. Acids Res. 25, 2532; Gonzalgo, M. L. and Jones, P. A. 
(1997), Nucl. Acids Res. 25, 2529; Grigg, S. and Clark, S. 
(1994), Bioessays 16, 431; Zeschnik, M. et al. (1997), Hu- 
man Molecular Genetics 6, 387; Teil, R. et al. (1994), Nucl. 5 
Acids Res. 22, 695; Martin, V. et al. (1995), Gene 157, 261 ; 
WO 97/46705, WO 95/15373 und WO 97/45560. 

Gemeinsainkeiten zwischen Promotoren bestehen nicht 
nur im Vorkommen von TATA- oder GC-Boxen sondem 
auch darin, fur welche Transkriptionsfaktoren sie Bindestel- 10 
len besitzcn und in welchcm Abstand diese sich zueinander 
befinden. Die existierenden Bindestellen fur ein bestimmtes 
Protein stimmen in ihrer Sequenz nicht vollstandig uberein, 
es finden sich aber konservierte Folgen von mindestens 4 
Basen, die durch das Einfugen von "Wobbles", d. h. Positio- 15 
nen, an denen sich jeweils unterschiedliche Basen befinden, 
noch verlangert werden konnen. Des weiteren liegen diese 
Bindestellen in bestimmten Abstanden zueinander vor. 

Eine Ubersicht iiber den Stand der Technik in der Oligo- 
mer Array Herstellung laBt sich auch einer im Januar 1999 20 
erschienen Sonderausgabe von Nature Genetics (Nature Ge- 
netics Supplement, Volume 21, January 1999) und der dort 
zitierten Literatur entnehmen. 

Matrix-assistierte Laser Desorptionsflonisations Massen- 
spektrometrie (MALDI) ist eine neue, sehr leistungsfahige 25 
Entwicklung fur die Analyse von Biomolekulen (Karas, M. 
and Hillenkamp, F. 1988. Laser desorption ionization of 
proteins with molecular masses exceeding 10.000 daltons. 
Anal. Chem, 60: 2299-2301). Ein Analytmolekul wird in 
cine im UV absorbierende Matrix eingebettet. Durch cinen 30 
kurzen Laserpuls wird die Matrix ins Vakuum verdampft 
und das Analyt so unfragmentiert in die Gasphase befordert. 
Eine angelegte Spannung beschleunigt die Ionen in ein feld- 
freies Flugrohr. Auf Grund ihrer verschiedenen Massen wer- 
den Ionen unterschiedlich stark beschleunigt. Kleinere Io- 35 
nen erreichen den Detektor fruher als groBere und die Flug- 
zeit wird in die Masse der Ionen umgerechnet. 

Fur die Abtastung eines immobilisierten DNA-Arrays 
sind vielfach fluoreszent markierte Sonden verwendet wor- 
den. Besonders geeignet sind fiir die Fluoreszenzmarkie- 40 
rung ist das einfache Anbringen von Cy3 und Cy5 Farbstof- 
fen am 5'OH der jcweiligen Sonde, Die Detektion der Fluo- 
reszenz der hybridisierten Sonden erfolgt beispielsweise 
uber ein Konfokalmikroskop. Die Farbstoffe Cy3 und Cy5 
sind, neben vielen anderen, kommerziell erhaltlich. 45 

Methylasen, die Cytosinbasen in bestimmenten Sequenz- 
kontexten methylieren, sind bekannt und zum Teil auch 
kommerziell erhaltlich. Sssl Methylase beispielsweise me- 
thyliert Cytosin im Sequenzkontext CpG (siehe z. B. Ren- 
baum, P. et al. (1990), Nucleic Acids Res. 18, 1145) und ist 50 
z. B. Bei New England Biolabs erhaltlich, ebenso wie an- 
dere Methylasen wie Alul, BamHl oder Haelll. 

AusschHeBlich durch Bisulfit-Behandlung, Amplifikation 
und nachfolgendes Sequenzieren oder Hybridisieren, wie es 
Stand der Technik ist, lassen sich methylierte Cytosinposi- 55 
tionen nicht mit Sicherheit nachweisen. Wird an der betref- 
fenden Position ein Thymin statt eines Cytosins nachgewie- 
sen, so kann es sich um eine Mutation gegeniiber der heran- 
gezogenen Vergleichssequenz, aber auch um ein in der ge- 
nomischen Proben-DNA nicht methyliertes Cytosin han- 60 
deln, das durch die Bisulfitbehandlung zuerst in Uracil und 
bei der Amplifikation schlieBlich in Thymin im Sequenz- 
kontext umgewandelt wurde, handeln. Aufgabe der vorlie- 
genden Erfindung ist es daher dieses Problem zu losen. 

Die Aufgabe wird dadurch gelost, daB ein Verfahren zur 65 
Unterscheidung von 5-Position Methylierungsanderungen 
von Cytosin-Basen und Cytosin-zu-Thymin Mutationen und 
zum Nachweis von single nucleotide polymorphisms 
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(SNPs) oder Punktmutationen in genomischer DNA ge- 
schafFen wird, bei dem man 

a) eine genomische DNA-Probe mit Sulfit oder Disul- 
fit oder einer anderen Chemikalie derart behandelt, daB 
alle nicht an der 5-Position der Base methylierten Cy- 
tosinbasen derart verandert werden, so daB eine dem 
Basenpaarungsverhalten nach unterschiedliche Base 
entsteht, wahrend die an der 5-Position methylierten 
Cytosine unverandert bleiben und 

b) ein Aliquot der selben genomischen DNA-Probe 
vor der chemischen Behandlung nach a) mit SSS1 oder 
einer anderen Methyltransferase quantitativ aufmethy- 
liert und 

c) die beiden so behandelten DNA-Proben mittels der 
gleichen analytischen Methode auf die Prasenz von 
Cytosin untersucht und 

d) die ermittelten Cytosin Positionen mit einer Refe- 
renz DNA-Sequenz abgeglichen werden. 

Die vorliegende Erfindung lost die Aufgabe also dadurch, 
daB ein aufmethyliertes Aliquot derselben Probe gleicher- 
maBen behandelt wird und die erhaltenen Sequenzinforma- 
tionen mit der Sequenz einer Referenz-DNA abgeglichen 
werden, wobei eine Unterscheidung zwischen Mutationen 
und Cytosin Methylierung moglich wird. Zudem ist es auch 
moglich, im Rahmen dieses Verfahrens neue Mutationen 
und Polymorphismen, insbesondere C-T Mutationen, aufzu- 
finden. 

ErfindungsgemaB bcvorzugt ist ein Verfahren, wobei man 
iiber den Vergleich der einzelnen Cytosin-Positionen aus 
den beiden unterschiedlich behandelten Proben mit der Re- 
ferenz-Sequenz ermittelt, ob an einer bestimmten Position 
Cytosin nicht nachweisbar ist und ob dies darauf beruht, daB 
das Cytosin in der genomischen DNA unmethyliert vorliegt 
oder durch eine Mutation oder einen Polymorphisms ver- 
andert vorliegt und somit in der genomischen DNA nicht 
vorhanden ist. 

ErfindungsgemaB ist femer ein Verfahren, welches da- 
durch gekennzeichnet ist, daB man die beiden DNA-Proben 
oder Teile dieser DNA-Proben vor dem Nachweis der Base 
Cytosin mit eincm cyclischen Prozess, namlich der Polyme- 
rase Kettenreaktion oder einem vergleichbaren Prozess am- 
plifiziert. 

Bevorzugt ist dabei, daB man in einem Amplifikations- 
Ansatz mehr als 10 verschiedene Fragmente der behandel- 
ten genomischen DNAs erzeugt. 

Bevorzugt ist es ferner, daB man zur Amplifikation der 
genomischen DNA-Proben solche Primer verwendet, wel- 
che fiir die Genregulation wichtige sogenannte Konsensus- 
Sequenzen oder solche Sequenzen enthalten und die damit 
uberwiegend an regulative oder kodierende Sequenzen bin- 
den. 

Besonders ist es erfindungsgemaB bevorzugt, daB man 
Cytosin im spezifischen Kontext 5'-CpG-3* detektiert. 

Weiterhin istes bevorzugt, daB man die DNA bei der Am- 
plifikation durch Einbau von mit einer detektierbaren Mar- 
kierung versehenen Nukleotidbausteinen oder Oligonukleo- 
tiden insgesamt mit einer oder mehreren detektierbaren 
Markierung(en) versieht. 

Insbesondere bevorzugt ist es, daB die Detektion der Mar- 
kierung durch Fluoreszenz oder Chemoluminiszenz erfolgt. 

Beim erfindungsgemaBen Verfahren ist ferner bevorzugt, 
daB man Cytosin uber Hybridisierung mit fiir "Sequenzkon- 
text-Cytosin-Sequenzkontext" spezifischen Oligomeren 
nachweist, welche in einer definierten Anordnung auf einer 
oder mehreren Oberflachen fixiert sind. 

Hierbei ist es bevorzugt, daB man fiir jedes in seinem se- 
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quenzspezifischen Kontext nachzuweisende Cytosin minde- 
stens ein zu dem Sequenzkontext komplementares Oligomer 
auf dcr Oberflache fixiert, welches das zum nachzuweisen- 
den Cytosin komplementare Guanin enthalt und ein weiteres 
Oligomer, welches an der Stelle des nachzuweisenden Cyto- 
sins die Base enthalt, welche zu der Base kornplementar ist, 
in welche nicht methylierte Cytosine durch die chemische 
Behandlung umgewandelt werden. 

Weiterhin ist hierbei bevorzugt, daB man fur nachzuwei- 
sende Cytosin-Positionen solche Oligomere fixiert, die je- 
weils an die methylierte und unmethylierte Position sowohl 
auf Plus- als auch auf Minus-Strang spezifisch binden oder/ 
und an die je durch Amplifikation entstehenden komple- 
mentaren Strange spezifisch hybridisieren. 

Hierbei ist weiterhin bevorzugt, daB man auf der Oberfla- 
che weitere Oligomere fixiert, welche jeweils an die Se- 
quenz "Sequenzkontext-Thymin- Sequenzkontext" spezi- 
fisch binden und/oder welche Cytosin und die durch chemi- 
sche Behandlung entstandene Base im Plus-Strang, Minus- 
Strang und den je durch Amplifikation entstehenden kom- 
plementaren Strangen entstehenden Strangen nachweisen. 

Es ist erfindungsgemaB weiterhin bevorzugt, daB man 
von den Oligomeren an Punkten der Oberflache(n) Signale 
detektiert, die fur die in der originalen genomischen Probe 
methylierten, oder unmethylierten oder muuerten spezifisch 
sind. 

Dabei ist insbesondere bevorzugt, daB man durch den 
Vergleich der detektierten Signale der absolute Grad der 
Methylierung und/oder die Homo- bzw Heterozygotie er- 
mittelt. 

ErfindungsgemaB ist ferner das Verfahren, wobei man die 
amplifizierten Fragmente der beiden Proben auf je einer 
Oberflache fixiert und mit einer nachweisbaren Markierung 
versehenc, sequenzspezifische Oligomere auf diesc Oberfla- 
chen hybridisiert. 

Bevorzugt ist es, daB man die Analyse der hybridisierten 
sequenzspezifischen Oligomere mittels Massenspektrome- 
trie und bevorzugt cinem MALDI Massenspektrometer 
durchfiihrt. 

Es ist weiterhin bevorzugt, daB man die Analyse der hy- 
bridisierten sequenzspezifischen Oligomere mittels Fluores- 
zenz oder Chemoluminiszenz durchfiihrt. 

Eine besonders bevorzugte Variante des Erfindungsgema- 
Ben Verfahrens ist es, daB der Nachweis von Cytosin im Se- 
quenzkontext durch cine Polymerasc-Reaktion, welche spe- 
zifisch bei Erreichen einer Cytosin-Base im Templat ge- 
stoppt wird, und Langenmessung der entstehenden Frag- 
mente erfoigt. 

Hierbei ist insbesondere bevorzugt, daB man die Oligo- 
mere, die zum Starten der primer-abhangigen Polymerase- 
Reaktion benutzt werden, je unterschiedliche Sequenz an 
unterschiedlichen Orten auf einer Oberflache fixiert und die 
Polymcrase-Reaktion auf dieser Oberflache erfoigt. 

Dabei ist weiterhin bevorzugt, daB man die Oligomere, 
die zum Starten der primer-abhangigen Polymerase-Reak- 
tion benutzt werden, durch eine chemische Reaktion oder 
durch Licht von der Oberflache ablost. 

ErfindungsgemaBe ist weiterhin bevorzugt, daB man zur 
Termination der Polymerasereaktion an der Position eines 
Cytosins oder - im Gegenstrang - eines Guanins einen Nu- 
kleotidbaustein verwendet, welcher iiber eine chemische 
Modification auch eine Detektion zum Beispiel durch Fluo- 
reszenz, Chemoluminiszenz oder das Binden eines Antikor- 
pers erlaubt. 

AuBcrdem ist bevorzugt, daB man die Detektion der Ter- 
mination an der Position eines Cytosins oder - im Gegen- 
strang - eines Guanins liber eine Langenmessung der entste- 
henden Fragmente durch Gelelektorphorese, insbesondere 
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Kapillarelektrophorese durchfiihrt. 

Weiterhin ist dabei bevorzugt, daB man die Langenmes- 
sung der entstehenden Fragmente durch massenspektrome- 
trische Analyse und bevorzugt in einem MALDI Massen- 
5 spektrometer durchfiihrt. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren ist ferner, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Referenz DNA-Sequenz aus einer Da- 
tenbank, namlich aus dem Humangenom-Projekt, stammt. 
Ein weitere Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist 
10 ein Kit, enthaltend Referenz-DNA und/oder Chemikalien 
und Hilfsmittel zurDurchfiihrung derBisulfit-Reaktion und/ 
oder der Amplifikation und/oder eine Methyltransferase 
und/oder Dokumentation zur Durchfuhrung des erfindungs- 
gemaBen Verfahrens. 
15 Das beschriebene Verfahren dient zur Unterscheidung 
von 5-Methylcytosin-Positionen und Punktmutationen/Po- 
lymorphismen in genomischerDNA, kann jedoch auch zum 
Auffinden und zum Nachweis von Punktmutationen/Poly- 
morphismen genutzt werden. Abb. 1 faBt das Verfahren am 
20 Beispiel einer beliebigen Sequenz 1 zusammmen. 

Zur Durchfiihrung des erfindungsgemaBen Verfahrens 
werden die folgenden Schritte ausgefiihrt: 

Eine genomische DNA-Probe wird derart chemisch be- 
handelt, daB alle nicht an der 5-Position methylierten Cyto- 
25 sinbasen derart verandert werden, daB eine dem Basenpaa- 
rungsverhalten nach unterschiedliche Base entsteht, wah- 
rend die an der 5-Position methylierten Cytosine unveran- 
dert bleiben. Bevorzugt wird in diesem Schritt eine Behand- 
lung mit einer Bisulfitlosung (= Hydrogensulfit, Disulfit) 
30 und anschlicBcnde alkalische Hydrolyse durchgefuhrt. 
Diese Behandlung fuhrt zu einer Umwandlung der nicht me- 
thylierten Cytosinbasen in Uracil, dessen Basenpaarungs- 
verhalten dem Thymin entspricht, als das die betreffenden 
Positionen nach der Amplifikation auch vorliegen. 
35 Im zweiten Schritt wird ein Aliquot der selben genom- 
ischen DNA-Probe vor der oben beschiebenen chemischen 
Behandlung mit SSS1 oder einer anderen Methyltransferase 
aufmethyliert. Diese Methylierung fiihrt dazu, daB samtliche 
Cytosinbasen in der DNA-Probe in 5-Methylcytosin umge- 
40 wandelt werden und damit bei der chemischen Behandlung 
keine Umwandlung in Thymin mehr erfolgen kann. In einer 
besonders bevorzugten Variante des Verfahrens werden 
beide DNA-Proben nach den beschiebenen Vorbehand- 
lungsschritten amplifiziert, wiederum bevorzugt wird dies 
45 mittels PCR durchgefuhrt. 

In einem dritten Schritt des Verfahrens werden die beiden 
behandelten DNA-Proben mittels der gleichen analytischen 
Methode auf die Prasenz von Cytosin untersucht. Die ermit- 
telten Cytosin Positionen werden mit denen einer Referenz 
50 DNA-Sequenz abgeglichen. Diese Referenz DNA Sequenz 
kann prinzipiell beliebig gewahlt werden, kann jedoch mit 
der untersuchten Probe nicht identisch sein. Bevorzugt 
stammt die Rcferenzsequenz aus einer Datcnbank, wie sie 
derzeit beispielsweise im Rahmen des Humangenomprojek- 
55 tes entstehen oder bereits vorhanden sind. Der Abgleich mit 
der Referenz-DNA kann nun je nach detektierten Cytosin- 
basen fur eine gegebene Position in der Probe zu den folgen- 
den Ergebnissen fuhren: Wird sowohl in der auf methylierten 
Probe als auch in der nicht aufmethylierten Probe ein Cyto- 
60 sin nachgewiesen, so Hegt dieses Cytosin in der genom- 
ischen DNA methyliert vor. Wird nur in der aufmethylierten 
Probe ein Cytosin nachgewiesen ind in der nicht aufmethy- 
lierten Probe ein Thymin, so liegt in der genomischen DNA 
ein nicht methyliertes Cytosin vor. Wird dagegen in beiden 
65 Proben ein Thymin nachgewiesen und ist aber in der Rcfe- 
renz-Sequenz an gleicher Position ein Cytosin vorhanden, 
so liegt eine C-T Punktmutation oder ein "Single Nucleotide 
Polymorphism" (SNP) von 
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In einer bevorzugten Variante des Verfahrens wird die 
Amplification im zweiten Schritt so durchgefuhrt, daB in ei- 
nem Amplifikationsansatz mehr als 10 untcrschiedlichc 
Fragmente erzeugt werden. Dies kann bevorzugt durch Ver- 
wendung von Primern erfolgen, welche fur die Genregula- 
tion wichtige sogenannte Konsensus-Sequenzen oder solche 
Sequenzen enthalten und die damit uberwiegcnd an regula- 
tive oder kodierende Sequenzen binden. Bei dieser Amplifi- 
kation werden die Produkte bevorzugt durch Einbau von mit 
einer detektierbaren Markierung versehenen Nukleotidbau- 
stcinen oder Oligonukleotidcn (z. B. Primer) insgesamt mit 
einer oder mehreren detekderbaren Markierung(en) verse- 
hen, wobei eine Detektion der Markierung besonders bevor- 
zugt durch Fluoreszenz oder Chemoluminiszenz erfolgt. 

Die Untersuchung der Cytosin Positionen erfolgt in einer 
besonders bevorzugten Variante des Verfahrens derart, daB 
Cytosin ausschlieBlich im spezifischen Kontext 5'-CpG-3' 
detektiert wird. Dies kann bevorzugt durch einen Nachweis 
des Cytosins iiber Hybridisierung mit fur "Sequenzkontext- 
Cytosin-Sequenzkontext" spezifischen Oligomeren durch- 
gefiihrt werden, welche in einer definierten Anordnung auf 
einer oder mehreren Oberflachen fixiert sind. In einer bson- 
ders bevorzugten Variante des Verfahrens ist fur jedes in sei- 
nem sequenzspezifischen Kontext nachzuweisende Cytosin 
mindestens ein zu dem Sequenzkontext komplementares 
Oligomer auf der Oberflache fixiert, welches das zum nach- 
zuweisenden Cytosin komplementare Guanin enthalt und 
ein weiteres Oligomer, welches an der Stelle des nachzuwei- 
senden Cytosins die Base enthalt, welche zu der Base kom- 
plcmcntar ist, in welche nicht mcthylierte Cytosine durch 
die chemische Behandlung umgewandelt werden. In einer 
besonders bevorzugten Variante des Verfahrens handelt es 
sich hier, falls eine Bisulfit-Behandlung durchgefiihrt wird, 
um die dem Thymin komplementare Base Adenin. 

In einer weiteren besonders bevorzugten Variante des 
Verfahrens werden fur nachzuweisende Cytosin-Positionen 
solche Oligomere an der oder den Oberflache(n) fixiert, die 
jeweils an die mcthylierte und unmethylicrte Cytosin- Posi- 
tion sowohl auf den Plus- als auch auf dem Minus-Strang 
spezifisch binden oder/und an die jeweils durch Amplifica- 
tion entstehenden komplementaren Strange spezifisch hy- 
bridisieren. 

In einer weiteren besonders bevorzugten Variante des 
Verfahrens werden auf der oder den Oberflache(n) weitere 
Oligomere fixiert, welche jeweils an die Sequenz "Sequenz- 
kontext-Thymin-Sequcnzkontext" spezifisch binden und/ 
oder welche Cytosin und die durch chemische Behandlung 
entstandene Base im Plus-Strang, Minus-Strang und den je 
durch Amplifikation entstehenden komplementaren Stran- 
gen entstehenden Strangen nachweisen. 

In einer besonders bevorzugten Variante des Verfahrens 
werden an den Punkten der Oberflache(n), an denen die Oli- 
gomere fixiert sind, Signale detektiert, die fur die in der ori- 
ginalen genomischen Probe methylierten, oder unmethylier- 
ten oder mutierten spezifisch sind. In einer bevorzugten Va- 
riante des Verfahrens sind die detektierten Signale quantifi- 
zierbar, so daB der absolute Grad der Methylierung und/oder 
die Homo- bzw. Heterozygotie ennittelbar sind. 

In einer weiteren bevorzugten Variante des Verfahrens 
werden die amplifizierten Fragmente der beiden Proben, 
aufmethyliert und nicht aufmethyliert, auf je einer Oberfla- 
che fixiert und mit einer nachweisbaren Markierung verse- 
hene, sequenzspezifische Oligomere auf diesen Oberflachen 
an die beiden Proben hybridisiert. In einer besonders bevor- 
zugten Variante des Verfahrens werden die hybridisicrten 
sequenzspezifischen Oligomere mittels Massenspektrome- 
trie und bevorzugt einem MALDI Massenspektrometer 
nachgewiesen. In einer weiteren, besonders bevorzugten Va- 



riante des Verfahrens erfolgt die Analyse der hybridisierten 
sequenzspezifischen Oligomere mittels deren Fluoreszenz 
oder Chemoluminiszenz. 
In einer weiteren bevorzugten Variante des Verfahrens 
5 wird der Nachweis von Cytosin im Sequenzkontext durch 
eine Polymerase-Reaktion, welche spezifisch bei Erreichen 
einer Cytosin-Base im Templat gestoppt wird, und Langen- 
messung der entstehenden Fragmente durchgefuhrt. Dabei 
konnen die Oligomere, die zum Starten der primerabhangi- 
10 gen Polymerase-Reaktion benutzt werden, bevorzugt je un- 
terschiedliche Sequenz an unterschiedlichen Orten auf einer 
Oberflache fixiert sein und die Polymerase-Reaktion kann 
bevorzugt auf dieser Oberflache erfolgen. In einer weiteren 
besonders bevorzugten Variante des Verfahrens konnen die 
15 Oligomere, die zum Starten der primerabhangigen Polyme- 
rase-Reaktion benutzt werden, durch eine chemische Reak- 
tion oder durch Licht von der Oberflache abgelost werden. 
Zur Termination der Polymerasereaktion an der Position ei- 
nes Cytosins oder - im Gegenstrang - eines Guanins wird 
20 bevorzugt ein Nukleotidbaustein verwendet, welcher iiber 
eine chemische Modification auch eine Detektion zum Bei- 
spiel durch Fluoreszenz, Chemoluminiszenz oder das Bin- 
den eines Antikorpers erlaubt. Auch kann die Detektion der 
Termination an der Position eines Cytosins oder - im Ge- 
25 genstrang - eines Guanins iiber eine Langenmessung der 
entstehenden Fragmente durch Gelelektorphorese, insbe- 
sondere Kapillarelektrophorese erfolgen. In einer weiteren 
bevorzugten Variante des Verfahrens erfolgt die Langen- 
messung der enstehenden Fragmente durch massenspektro- 
30 metrische Analyse und bevorzugt in einem MALDI Mas- 
senspektrometer. 

Zur Durchfiihrung des Verfahrens kann ein Kit verwendet 
werden, der Referenz-DNA und/oder Chemikalien und 
Hilfsmittel zur Durchfiihrung der Bisulfit-Rcaktion und/ 
35 oder der Amplifikation und/oder eine Methyltransferase 
und/oder Dokumentation zur Durchfuhrung des Verfahrens 
enthalt. 

Das crfindungsgemaBe Verfahren wird an Hand der bei- 
geftigten Abbiidung erlautert. 
40 In Fig. 1 sind Punktmutationen von Cytosin zu Thymin 
als Thymin sowohl in der Bisulfit-behandelten und amplifi- 
zierten als auch in der zuvor methylierten, Bisulfitbehandcl- 
ten und amplifizierten DNA nachweisbar. Methylierte Cyto- 
sine werden in beiden Fallen als Cytosin nachgewiesen, da- 
45 gegen werden unmethylicrte Cytosine nur in der nicht me- 
thylierten Probe als T und in der methylierten Probe als C 
nachgewiesen. 

Patentanspriiche 

50 

1. Verfahren zur Unterscheidung von 5-Position Me- 
thylierungsanderungen von Cytosin-Basen und Cyto- 
sin- zu-Thymin Mutationen und zum Nachweis von 
single nucleotide polymorphisms (SNPs) oder Punkt- 
55 mutationen in genomischer DNA, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man 

a) eine genomische DNA-Probe mit Sulfit oder 
Disulfit derart behandelt, daB alle nicht an der 5- 
Position der Base methylierten Cytosinbasen der- 

60 art verandert werden, so daB eine dem Basenpaa- 

rungsverhalten nach unterschiedliche Base ent- 
steht, wahrend die an der 5-Position methylierten 
Cytosine unverandert bleiben und 

b) ein Aliquot der selben genomischen DNA- 
65 Probe vor der chemischen Behandlung nach a) mit 

SSS1 oder einer anderen Methyltransferase quan- 
titativ aufmethyliert und 

c) die beiden so behandelten DNA-Proben mit- 
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tels der gleichen analytischen Methode auf die 
Prasenz von Cytosin untersucht und 
d) die crmittelten Cytosin Positioncn mit eincr 
Referenz DNA-Sequenz abgeglichen werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 5 
net, daB man iiber den Vergleich der einzelnen Cytosin- 
Positionen aus den beiden unterschiedlich behandelten 
Proben mit der Referenz-Sequenz ermittelt, ob an einer 
bestimmten Position Cytosin nicht nachweisbar ist und 
ob dies darauf beruht, daB das Cytosin in der genom- 10 
ischen DNA unmethyliert vorliegt oder durch eine Mu- 
tation oder einen Polyrnorphismus verandert vorliegt 
und somit in der genomischen DNA nicht vorhanden 
ist. 

3. Verfahren nach einem der vorangehenden Ansprii- 15 
che, dadurch gekennzeichnet, daB man die beiden 
DNA-Proben oder Teile dieser DNA-Proben vor dem 
Nachweis der Base Cytosin mit einem cyclischen Pro- 
zess, namlich der Polymerase Kettenreaktion oder ei- 
nem vergleichbaren Prozess amplifiziert. 20 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeich- 
net, daB man in einem Amplifications- Ansatz mehr als 
10 verschiedene Fragmente der behandelten genom- 
ischen DNAs erzeugt. 

5. Verfahren nach einem der vorangehenden Ansprii- 25 
che, dadurch gekennzeichnet, daB man zur Amplifika- 
tion der genomischen DNA-Proben solche Primer ver- 
wendet, welche fur die Genregulation wichtige soge- 
nannte Konsensus-Sequenzen oder solche Sequenzen 
enthalten und die damit uberwiegend an regulative 30 
oder kodierende Sequenzen binden. 

6. Verfahren nach einem der vorangehenden Ansprii- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB man Cytosin im spe- 
zifischen Kontext 5-CpG-3' detektiert. 

7. Verfahren nach einem der vorangehenden Ansprii- 35 
che, dadurch gekennzeichnet, daB man die DNA bei 
der Amplification durch Einbau von mit einer detek- 
tierbarcn Markierung versehenen Nukleotidbausteinen 
oder Oligonukleotiden insgesamt mit einer oder mehre- 
ren detektierbaren Markierung(en) versieht. 40 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Detektion der Markierung durch Fluores- 
zenz oder Chemoluminiszenz erfolgt. 

9. Verfahren nach einem der vorangehenden Ansprii - 
che, dadurch gekennzeichnet, daB man Cytosin iiber 45 
Hybridisierung mit fur "Sequcnzkontext-Cytosin-Se- 
quenzkontext" spezifischen Oligomeren nachweist, 
welche in einer definierten Anordnung auf einer oder 
mehreren Oberflachen fixiert sind. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeich- 50 
net, daB man fur jedes in seinem sequenzspezifischen 
Kontext nachzuweisende Cytosin mindestens ein zu 
dem Sequenzkontext komplementares Oligomer auf 
der Oberflache fixiert, welches das zum nachzuweisen- 
den Cytosin komplementare Guanin enthalt und ein 55 
weiteres Oligomer, welches an der Stelle des nachzu- 
weisenden Cytosins die Base enthalt, welche zu der 
Base komplementar ist, in welche nicht methyiierte 
Cytosine durch die chemische Behandlung umgewan- 
delt werden. 60 

11. Verfahren nach Anspruch 9 oder 10, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB man fur nachzuweisende Cytosin- 
Positionen solche Oligomere fixiert, die jeweils an die 
methyiierte und unmethylierte Position sowohl auf 
Plus- als auch auf Minus-Strang spezifisch binden 65 
oder/und an die je durch Ampliflkation entstehenden 
komplementaren Strange spezifisch hybridisieren. 

12. Verfahren nach einem der Anspruche 9 bis 11, da- 
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durch gekennzeichnet, daB man auf der Oberflache 
weitere Oligomere fixiert, welche jeweils an die Se- 
quenz "Sequenzkontext-Thymin-Sequenzkontext" spe- 
zifisch binden und/oder welche Cytosin und die durch 
chemische Behandlung entstandene Base im Plus- 
Strang, Minus-Strang und den je durch Ampliflkation 
entstehenden komplementaren Strangen entstehenden 
Strangen nachweisen. 

13. Verfahren nach den Anspruchen 9 bis 12, dadurch 
gekennzeichnet, daB man von den Oligomeren an 
Punkten der Oberflache(n) Signale detektiert, die fur 
die in der originalen genomischen Probe methylierten, 
oder unmethylierten oder mutierten spezifisch sind. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man durch den Vergleich der detektiertcn 
Signale der absolute Grad der Methylierung und/oder 
die Homo- bzw. Heterozygotie ermittelt. 

15. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, da- 
durch gekennzeichnet, daB man die amplifizierten 
Fragmente der beiden Proben auf je einer Oberflache 
fixiert und mit einer nachweisbaren Markierung verse- 
hene, sequenzspezifische Oligomere auf diese Oberfla- 
chen hybridisiert. 

16. Verfahren nach Anspruch 15, daB man die Analyse 
der hybridisierten sequenzspezifischen Oligomere mit- 
tels Massenspektrometrie und bevorzugt einem 
MALDI Massenspektrometer durchfuhrt. 

17. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man die Analyse der hybridisierten se- 
quenzspezifischen Oligomere mittels Fluoreszenz oder 
Chemoluminiszenz durchfuhrt. 

18. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8 oder 
15, dadurch gekennzeichnet, daB der Nachweis von 
Cytosin im Sequenzkontext durch eine Polymerase- 
Reaktion, welche spezifisch bei Erreichen einer Cyto- 
sin-Base im Templat gestoppt wird, und Langenmes- 
sung der entstehenden Fragmente erfolgt. 

19. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man die Oligomere, die zum Starten der 
primerabhangigen Polymerase-Reaktion benutzt wer- 
den, je unterschiedliche Sequenz an unterschiedlichen 
Orten auf einer Oberflache fixiert und die Polymerase- 
Reaktion auf dieser Oberflache erfolgt. 

20. Verfahren nach Anspruch 18 oder 19, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB man die Oligomere, die zum Starten 
der primer- abhangigen Polymerase-Reaktion benutzt 
werden, durch eine chemische Reaktion oder durch 
Licht von der Oberflache ablost. 

21. Verfahren nach einem der Anspruche 18 bis 20, 
dadurch gekennzeichnet, daB man zur Termination der 
Polymerasereaktion an der Position eines Cytosins 
oder - im Gegenstrang - eines Guanins einen Nukleo- 
tidbaustein verwendet, welchcr iiber eine chemische 
Modification auch eine Detektion zum Beispiel durch 
Fluoreszenz, Chemoluminiszenz oder das Binden eines 
Antikorpers erlaubt. 

22. Verfahren nach Anspruch 18 bis 21, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB man die Detektion der Termination 
an der Position eines Cytosins oder - im Gegenstrang - 
eines Guanins iiber eine Langenmessung der entstehen- 
den Fragmente durch Gelelektorphorese, insbesondere 
Kapillarelektrophorese durchfuhrt. 

23. Verfahren nach einem der Anspruche 18 bis 20, 
dadurch gekennzeichnet, daB man die Langenmessung 
der entstehenden Fragmente durch masscnspektromc- 
trische Analyse und bevorzugt in einem MALDI Mas- 
senspektrometer durchfuhrt. 

24. Verfahren nach einem der vorangehenden Ansprii- 



DE 199 51 189 A 1 

n 



che, dadurch gekennzeichnet, daB die Referenz DNA- 
Sequenz aus einer Datenbank, namlich aus dem Hu- 
mangenom-Projekt, stammt. 

25. Kit, enthaltend Referenz- DNA und/oder Chemika- 
lien und Hilfsmittel zur Durchfuhrung der Bisulfit-Re- 
aktion und/oder der Amplifikation und/oder eine Me- 
thyltransferase und/oder Dokumentation zur Durchfuh- 
rung des Verfahrens. 
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